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Ozet: Bu calismada; sigir solunum yolu hastaliklari tedavisinde kullanilan tildipirosinin, sigir trakea epitel hiicresi tizerinde in
vitro yara iyilesmesi etkisinin arastirilmasi amaglandi. In vitro yara yontemi ile her kuyucuga ekilmis olan sigir trakea epitel
hicreleri Gizerinde, 200 uL’lik pipet ucu (dikey) araciligiyla bir yara alani olusturuldu. In vitro yara olusturulmus sigir trakea
epitel hiicreleri tzerine tildipirosinin konsantrasyonlari (5 pg/mL, 10 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL) ve kontrol grubu
uygulandi. In vitro yara gorintileri; 0'inci saat, 24’lincl saat ve 48’inci saatte izlendi. Calismanin 24’{incii saatinde yara alani
kapanma yizdesi, kontrol grubuna kiyasla; tildipirosinin 50 pg/mL konsantrasyonda istatistiki olarak ©&nemli fark
bulunamazken 5, 10 ve 25 pug/mL konsantrasyonlarinda istatistiki olarak fark anlaml bulundu. Calismanin 48’inci saatinde,
kontrol grubuna kiyasla 25 ve 50 pg/mL tildipirosin konsantrasyonlari arasinda istatistiki olarak 6nemli fark bulunamazken, 5
pg/mL (%96,61+1,69) ve 10 ug/mL (%96,42+1,78) tildipirosin konsantrasyonlari arasinda yara alani kapanma yuzdeleri
arasinda istatistiki olarak fark anlamli bulundu. Sonug olarak tildipirosinin dusik konsantrasyonlarindaki yara iyilesme
ylizdelerinin (48’inci saat) yaklasik olarak %96 olmasi, hastaliklarin tedavisine ek olarak gesitli mikroorganizma ve maddeler
tarafindan epitel hiicrelerinde meydana gelen hasarlara karsi doku bittinlGgini koruma ve tedaviye katki saglayabilir.
Anahtar Kelimeler: In vitro, Sigir, Tildipirosin, Trakea epitel hiicresi, Yara iyilesmesi

Wound Healing Effect of Tildipirosin on Bovine Tracheal Epithelial Cell

Abstract: This study aimed to investigate the in vitro wound healing effect of tildipirosin, used in treating bovine respiratory
diseases, on bovine tracheal epithelial cells. With an in vitro wound method, a wounded area was created on bovine
tracheal epithelial cells found in each well with a 200 pL pipette tip (vertical). Concentrations of tildipirosin (5 pug/mL, 10
pg/mL, 25 pug/mL, 50 ug/mL) and control group were applied on in vitro wound formed bovine tracheal epithelial cells. In
vitro wound images were monitored at Oth, 24th and 48th hours. No statistically significant difference was found at 50
ug/mL concentration of tildipirosin at the 24th hour of the study regarding to wound healing area. In contrast, the
difference was statistically significant at 5, 10, and 25 pg/mL concentrations of tildipirosin as compared to control group. At
the 48th hour of the study, there was no statistically significant difference between 25 and 50 pug/mL concentrations of
tildipirosin compared to the control group. In contrast, 5 pug/mL (%96,61+1,69) and 10 pg/mL (%96,42+1,78) tildipirosin
statistically increased the wound healing percentage. To conclude, the wound healing rate (48th hour) at low
concentrations of tildipirosin was approximately %96, and this may contribute to the protection and treatment of tissue
integrity against epithelial cell damage by various microorganisms and substances in addition to the treatment of diseases.
Keywords: Bovine, In vitro, Tildipirosin, Tracheal epithelial cell, Wound healing.

Giris

Tildipirosin; sigir solunum yolu hastaligina neden gibi tildipirosin, bakteri ribozomunun 50S alt
olan Mannheimia haemolytica ve Pasteurella birimine baglanip protein sentezini engeller ve

multocida gibi bakteriyel patojenlerin tedavisi igin
gelistirilmis  makrolid grubu bir antibiyotiktir
(Anderson ve ark., 2012; Peres ve ark., 2020). Son
yillarda sigir ve domuz solunum yolu hastahg
tedavisi icin ruhsatlandiriimis olan tildipirosin, 16
Gyeli halkalilar sinifinda yer almakta olup (Lei ve
ark., 2018; Zeng ve ark., 2018), dogal olarak olusan
tilosinden tiiretilen yari sentetik bir makroliddir
(Giguere, 2013). Diger makrolid grubu antibiyotikler

bakteriyostatik etki yapmaktadir (Papich, 2018;
Pyorala ve ark., 2014; Zhanel ve ark., 2001).

Genel olarak makrolid antibiyotikler; dokulara
genis dagilim  gostermesinden ve periferal
dokulardaki yogunlugu serumdaki yogunlugundan
yuksek olmasindan dolayi akcigerdeki yogunluklari
uzun slrelidir (Benchaoui ve ark., 2004;
Nowakowski ve ark., 2004). Tildipirosin, solunum
sistemine hizli ve genis bir sekilde dagilir ve yavas
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bir sekilde elimine edilmektedir (Menge ve ark.,
2012; Zeng ve ark., 2018). Tildipirosinin yapisindaki
bazik azot gruplari, pKa degerleri altindaki asidik
ortamlarda pozitif yuklenmesine neden
olabilmektedir. Bu 6zelligiyle; hucre igi ilgisi artarak,
hiicre i¢ci genis dagihm gostermesine neden
olmaktadir (Papich, 2018). Dagilim hacminin ytksek
olmasi ve  hiicre icinde ©6nemli oranda
bulunmasindan dolayi hiicre ici bakteriler tzerinde
genis etki gostermesi beklenmektedir (Galecio ve
ark., 2020). Makrolid antibiyotiklerin; notrofil,
makrofaj ve solunum yolu epitel hiicreleri gibi ¢ok
sayida dkaryot hiicrede birikebilmekle birlikte (Culi¢
ve ark., 2001), hiicre igi yogunlugu hiicre disi
yogunlugundan yaklasik 300 kat fazla olabilmektedir
(Van Bambeke ve ark., 2006). Ancak hiicre igi
bakteriler tarafindan meydana gelen hastaliklarin
tedavisinde sadece ilacin hiicre yogunlugunun
yuksek olmasi yeterli olmayabilir. Ayrica ilacin hiicre
icinde yeterli siire ve konsantrasyonda bulunmasi
da gerekmektedir (Sahin ve Yildirim, 2020).

Makrolid antibiyotiklerin antimikrobiyel
etkisinin yaninda antiinflamatuar ve
imminomodyiilatér etkilerinin oldugu bilinmektedir
(Fischer ve ark., 2011; Guillot ve ark., 2011; lanaro
ve ark., 2000). Bu antibiyotiklerin antiinflamatuar
etkisi, proinflamatuar aracilar ve sitokinlerin
Uretimini  O6nleme  yetenegine baglidir. Bu
ozelliklerinden dolayr antibakteriyel etkilerinden
bagimsiz olarak terapotik etkiler gbsterebilecegi 6ne
strilmustdr (lanaro ve ark., 2000). Yapilan literatilr
taramasinda tildipirosinin sigir trakea epitel hiicresi
Uzerinde in vitro yara iyilesmesi etkisini arastiran bir
¢alisma bulunamamistir.  Bu nedenle yapilan
¢alismada, tildipirosinin sigir trakea epitel hicresi
Uzerinde in vitro yara iyilesmesi etkisinin
arastirilmasi amaclanmistir.

Materyal ve Metot

Kirikkale Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’ndan etik kurul onayi gerekmedigi yazisi
alindi (Evrak tarih ve sayisi: 21/02/2020-E.1538).

Tildipirosinin ~ (BLDPharn, BD448267, Cin)
konsantrasyonlari, %0,1 dimetil silfoksit (DMSO,
isolab, Almanya) ve %99,9 besiyerinde ¢ézdiiriilerek
hazirlandi.

Hiicre Kiiltiirii izolasyonu: Sigir trakea epitel
doku ornekleri, mezbahanede kesilen saglikh
Simental irki erkek sigirlardan alindi. Bu trakea
epitel doku ornekleri, 6nce %0,9 izotonik ile
seyreltilmis %1-2 batikon sollisyonuna ve sonra
%0,9 izotonik icine batirilip ¢ikarldi. Trakea epitel
doku ornekleri, antibiyotikli PBS ile yikandiktan
sonra bag dokusu parcalarindan arindirilarak petri
kutularina yerlestirildi. Dokudan; hucrelerini izole
etmek igin, 6nce 6rnekler mekanik olarak kazindi ve

sonra kiiclik parcalara bolindi. Elde edilen bu doku
ornekleri; besiyeri (%79 DMEM-F2, %20 fotal sigir
serumu, %1 penisilin-streptomisin) bulunan 25
cm?lik kiltir flasklarina koyularak inkiibe (%5
CO?/hava, 37°C) edildi. Sigir trakea epitel
hiicrelerinin gogalmasina bagli olarak besiyeri (%89
DMEM-F2, %10 fotal sigir serumu, %1 penisilin-
streptomisin) yaklasik iki glnde bir degistirildi
(Beckmann ve ark., 1991; Kiirim ve ark., 2019).

In Vitro Yara Modeli: Sigir trakea epitel
hicreleri;  hemositometri  cihazi ile  sayimi
yapildiktan sonra, her kuyucukta 3x10* hiicre olacak
sekilde 24 kuyucuklu plate’e ekildi. Hiicreler, etlivde
(%5 COz/hava, 37°C) 24 saat inklbe edildi. Bu
inkiibasyon sonunda, trakea epitel hicrelerinin
bulundugu 24 kuyucuklu plateden hiicre vasatlari
cikartildi. Her kuyucuk tabaninda, 200 pl’lik pipet
ucu (dikey) araciliyla bir yara alani olusturuldu. Bu
gizme islemi sonucu plateden ayrilan hiicreler, PBS
ile yikanarak uzaklastirildi. Onceden hazirlanmis
olan etken madde konsantrasyonlari (5 pug/mL, 10
pg/mL, 25 pug/mL, 50 ug/mL) ve kontrol grubu (%0,1
DMSO-%99,9 besiyeri) ¢ tekrarh olacak sekilde
trakea epitel hiicreleri lzerine uygulandi. In vitro
yara gorintileri; 0'inci saat, 24’Uncil saat ve 48'inci
saatte Leica DM6000 inverted mikroskop araciliyla
izlendi ve goruntiler alindi (Wang ve ark., 2019).

istatistiksel Degerlendirme: In vitro yara
gorintdleri; model olusturulduktan 0, 24 ve 48 saat
sonra ayni alanlardaki yara bdlgeleri alani Imagel
(1.53e, National Institutes of Health, USA) programi
kullanilarak hesaplandi. Yara iyilesmesi orani (%)
asagidaki formile gore hesaplandi.

| [(yara alani to— yara alani t) / yara alani to] x 100 |

Calismada elde edilen veriler aritmetik
ortalama #* standart hata seklinde verildi. istatistik
analizler, SPSS programi (PASW Statistics for
Windows, version 18.0. Chicago, USA) kullanilarak
yapildi. Gruplarin parametrik dagihm gosterip
gostermedigi normalite testi ile belirlendi. Gruplar
parametrik dagilim gosterdigi icin OneWay ANOVA,
gruplar (her grup kendi saat araligina gore
karsilastirma yapildi) arasi farkin 6nemlilik kontrol
icin Tukey testi (post hoc) uygulandi. Yapilan
testlerde P < 0,05 degeri dnemli olarak kabul edildi.

Bulgular

Tildipirosinin ~ uygulandi§i  trakea  epitel
hiicrelerine ait zamana bagl yara iyilesme ylzdesi
Tablo 1’de verildi. Buna gére 24’lUnci ve 48’inci
saatlerde, tildipirosinin yiiksek konsantrasyonundan
diusik konsantrasyonuna dogru in vitro sigir trakea
epitel hiicreleri lizerinde yapilan yaranin iyilesme
yuzdesinin artig1 gozlemlendi.
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Tildipirosinin 50 ug/mL’lik konsantrasyonu ile
kontrol grubunun, 24’Gncl saatte vyara alani
kapanma yiizdeleri arasinda istatistiki olarak 6nemli
fark bulunamadi (P > 0,05). Buna karsin 24’lnci
saatte, tildipirosinin 5, 10 ve 25 ug/ml’lik
konsantrasyonlari ile kontrol grubu arasinda énemli
derecede fark bulundu (P < 0,001). Kontrol grubuna
kiyasla 25 ve 50 pg/mllik tildipirosin
konsantrasyonlari arasinda 48’inci saatte istatistiki
olarak onemli fark bulunamadi (P > 0,05).
Tildipirosinin 5 ve 10 pg/mL’lik konsantrasyonlari ile
kontrol grubunun, 48’inci saatte yara alani kapanma
yuzdeleri arasinda fark anlaml bulundu (P < 0,01)
(Tablo 1). Tildipirosin konsantrasyonlari ve kontrol
grubunun, sigir trakea epitel hicresi in vitro yara ve
zamana bagl iyilesmesi goruntileri Sekil 1'de
verildi.

0. SAAT

24. SAAT

48. SAAT

Tablo 1. In vitro sigir trakea epitel hicrelerinin
zamana bagli yara iyilesme yuzdesi (%).

Konsantrasyon 24.saat 48. saat

Kontrol 56,76+2,08° 83,33%0,33°
50 pg/mL 59,26+1,82° 82,15+0,62°
25 pg/mL 69,02+2,45°  86,39+2,91°
10 pg/mL 72,41+0,76" 96,42+1,78°
5 pg/mL 74,07+0,12° 96,61+1,69°
P degeri p <0,001 p<0,01

*Ayni sUtundaki farkh harfleri tasiyan ortalamalar
arasindaki fark anlamhdir.

Sekil 1. Sigir trakea epitel hlcresi in vitro yara ve yara iyilesmesi gérintuleri, 50 ug/mL (A, F, K), 25 ug/mL (B, G,
L), 10 ug/mL (C, H, M) ve 5 pug/mL ( D, I, N) tildipirosin konsantrasyonlari ve kontrol grubu (E, J, O).

Tartisma ve Sonug

Solunum vyolu epiteli, solunum yolunun dis
ortama karsi ilk savunma hattini olusturmaktadir.
Solunum  yolu epitelinde meydana gelen
yaralanmalardan hemen sonra, bu tabakanin
butlnlGgu ve islevlerini geri kazanmasi igin hizla
onarilmasi ve yenilenmesi gerekmektedir (losifidis
ve ark., 2016). Genel olarak bu tabaka; patojeni,
hicre iginde bir dizi islemden sonrasi fagolizozom
aracih 6ldirmeyle konak savunmasinda 6nemli bir
rol oynadigini bilinmektedir. Bazi durumlarda ise
hiicre igi patojenler; fagolizozom aracil 6ldirmeden
kagarak, hiicre iginde vyerlesip ve replikasyon
yapmaktadirlar. Bunun sonucu solunum yolu epiteli
hasari ve inflamatuar tepkileri tetiklemeye neden
olarak, enfeksiyonun yayilmasina yol ag¢maktadir
(Bertuzzi ve ark., 2019).

Gouzos ve ark. (2020); eritromisin,
roksitromisin, azitromisin ve klaritromisin gibi
antibiyotiklerin, primer insan nazal epitel hiicreleri
ve primer fibroblastlarin in vitro ortamda
olusturulan yara iyilesmesi ve reaktif oksijen
tirlerinin ~ (ROS)  Uretimi  Gzerine  etkilerini
incelemislerdir. Klaritromisinin; azitromisin,
eritromisin ve roksitromisine gore fibroblast
hicrelerinin in vitro yara iyilesme oraninin daha az
oldugunu bulmuslardir. Buna karsin azitromisinin
primer fibroblast ve nazal epitel hiicreleri lizerinde
olusturulan yara bdlgesinin 36’inci saat sonunda
kapandig bildirilmistir. Ayni ¢alismada
antibiyotiklerin, fibroblast ve nazal epitel hicre
gocl Uzerindeki etkilerinin farkliigindan dolaysi,
postoperatif epitel iyilesmelerinin de farkli oldugu
ifade edilmistir. Sunulan ¢alismada hiicre hatlar ve
etken madde farkl olmakla birlikte tildipirosinin;
Gouzos ve ark. (2020)'nin ¢alismasindaki azitromisin
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gibi epitel hiicre (in vitro) yara iyilesmesinde 6nemli
etkileri bulunmaktadir. Ayrica Gouzos ve ark. (2020)
azitromisin hari¢ makrolid antibiyotiklerin fibroblast
ve nazal epitel hiicre tiplerinde ROS aktivasyonlarini
azaltma egiliminde oldugunu bildirmislerdir. Bu ROS
aktivasyonunun azalmasi ile hiicre gogli arasinda
negatif iliskinin bulundugunu bildirilmistir. Yapilan
calismada tildipirosinin yiksek orandaki hiicre goc,
hiicre hatti farkli olmakla birlikte Gouzos ve ark.
(2020)’'nin  galismasindaki makrolid antibiyotikler
(azitromisin  harig) gibi ROS aktivasyonunun
baskilanmasina bagli olabilecegi diistinllebilir.

Epitel dokuda vyara iyilesmesi, epitel
hicrelerinin  koordineli gogiinii ve ¢ogalmasini
icermektedir. Yaraya bitisik epitel hiicreleri, “epitel
restitlisyonu” olarak da adlandirilan yara yilzeylerini
ortmek icin bir tabaka halinde go¢ etmektedir
(Leoni ve ark., 2015). Mencucci ve ark. (2013)
azitromisinin  (%1,5 solUsyonu) kornea epitel
hicreleri Gzerinde olusturulan vyarayl (in vitro)
48’inci saat sonunda vyara alaninin %47,3'iin0
kapadigini ve hiicrelerin yara bolgesine gocg ettigini
gostermislerdir. Yapilan ¢alismada, azitromisin gibi
yapisinda azot grubu ihtiva eden tildipirosin, hiicre
hatti farkh olmakla birlikte Mencucci ve ark.
(2013)'nin galismasi gibi disik dozlarda 48’inci saat
sonunda yara alaninin yaklasik %90’in1 kapadigini ve
hicrelerin yara bolgesine gog ettigi gortilmektedir.
insanlar icin hazirlanmis olan azitromisin oftalmik
sollisyon preparati gibi (Mencucci ve ark., 2013),
tildipirosin; solunum yolu enfeksiyonlari tedavisi igin
gelistirilen preparatina ek olarak hayvanlar igin
oftalmik sollisyonu olarak da kullanilabilecegi
disinulmektedir.

Sonug olarak tildipirosinin disuk
konsantrasyonlarindaki yara iyilesme ylizdelerinin
(48’inci saat) ylzde vyize yakin olmasi, cesitli
mikroorganizma ve maddeler tarafindan epitel
hicrelerinde meydana gelen hasarlara karsi koruma
ve tedavi etme Ozelligine sahip olabilir. Sahip oldugu
bu o6zellikle, sadece hastalik tedavisine ek olarak
uzun sireli koruyucu etki de saglayabilecegi
disunulmektedir. Ayrica 6n c¢alismalar yapilarak
tildipirosinin, hayvanlar icin oftalmik sollsyon
preparatlari da gelistirilebilir.
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